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57© Resumen:
Proceso para el control biológico de compuestos lipofíli-
cos en la fabricación de pasta de papel a partir de made-
ras frondosas.
El proceso consistente en el pretratamiento de astillas de
madera antes del pulpeo y del blanqueo con hongos ba-
sidiomicetes de las especies Bjerkandera adusta, Phlebia
radiata, Pleurotus pulmonaris o Poria (sinónimo Ceripo-
riopsis) subvermispora. Este pretratamiento es especial-
mente indicado para obtener pasta de papel a partir de
eucalipto mediante cocción alcalina (Kraft) y blanqueo li-
bre de cloro (TCF).
Mediante este proceso se logran disminuir los depósitos
de pitch y se obtienen pastas de papel de alta calidad y
bajo contenido en lignina. Se produce asimismo un ahorro
en los reactivos y en la energía de pulpeo y blanqueo.
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Procedimiento de control biologico de compuestos lipoflicos en la fabricacion de pasta de papel a
partir de madera de frondosas.
Sector de la tecnica
La invencion va dirigida al sector de produccion industrial de pasta de papel y, en particular a las
fabricas kraft que utilizan madera de frondosas como materia prima. Entre estas ultimas, la madera de
eucalipto es especialmente adecuada para la fabricacion de ciertos tipos de pastas, entre otras razones
por el rapido crecimiento de esta especie forestal. La fabricacion de pasta kraft de eucalipto (utilizando
Eucalyptus globulus y otras especies) mediante blanqueo libre de cloro tiene gran importancia economica
en nuestro pas, que junto con Brasil y Portugal son los principales productores mundiales. Utilizando
la invencion descrita es posible mejorar la calidad de estas pastas reduciendo su contenido en esteroles
libres y estericados, y ampliar la utilizacion de secuencias de blanqueo totalmente libres de cloro (TCF).
Otras especies forestales empleadas con nes papeleros, como Populus tremuloides utilizado en America
del Norte, poseen extractos lipoflicos con composiciones similares a la del eucalipto. Respecto a otras
especies papeleras que poseen contenidos elevados de trigliceridos, hay que tener en cuenta que estos son
saponicados durante la coccion kraft, pero que esta no afecta a los esteroides implicados en la formacion
de depositos. Por todo ello, el procedimiento biotecnologico descrito es aplicable para el control del
\pitch" en pastas de diferentes especies de frondosas, que incluyen esteroles libres y estericados en sus
extractos.
Estado de la tecnica
Las modernas tendencias respetuosas con el medio ambiente para la fabricacion de pasta de papel
implican el desarrollo de procesos de blanqueo \totalmente libres de cloro" (TCF), as como la progresiva
aproximacion a las condiciones denominadas de \efluente lquido cero" (ZLE). Los extrables lipoflicos,
que tienden a acumularse en los circuitos, se encuentran entre los constituyentes de la madera mas pro-
blematicos con vistas al desarrollo de procesos TCF y ZLE. Estos compuestos forman los denominados
depositos de \pitch" (brea) que disminuyen la calidad del producto nal y causan problemas en el fun-
cionamiento de las fabricas produciendo importantes perdidas economicas (Hillis, W. E. y Sumimoto,
M., 1989. Eect of extractives on pulping. En: Natural products of woody plants. II, Ed: Rowe, J.
W., Berlin, 880-920). Durante el pulpeo de la madera y el renado de la pasta, los extrables en los
canales resinferos y en las celulas del parenquima radial pueden liberarse formando \pitch" coloidal.
Las partculas de \pitch", que suelen ser de peque~no tama~no, pueden coalescer en gotas mayores que
se depositan sobre la supercie de las bras o del equipo, o permanecen suspendidas en las aguas de
lavado para ser descargados en los efluentes. La mayor necesidad de recircular el agua en las fabricas y
reducir los efluentes para llegar a operar en condiciones de ZLE, esta llevando a un incremento en las
concentraciones de \pitch" que da lugar a un aumento de los depositos. Ademas, algunos problemas de
\pitch" se hacen mas severos con la introduccion de secuencias de blanqueo TCF.
Tradicionalmente los depositos de \pitch" en la fabricacion de pasta y posterior manufactura de papel
han sido reducidos mediante el descortezado y el almacenamiento de los troncos y astillas de madera,
y a~nadiendo agentes de control sico-qumicos (Hamilton, K. A. y Lloyd, J. A., 1984. Measuring the
eectiveness of talc for pitch control. Appita, 37: 733-740; Allen, L. H., 1988. Pitch control during
production of aspen Kraft pulp. Pulp and Paper Canada, 89: 87-91; Allen, J., Sithole, B. B., MacLeod,
J. M., Lapointe, C., y McPhee, F. J., 1991. The importance of seasoning and debarking in the Kraft
pulping of aspen. Journal of Pulp and paper Science, 17: J85-J91). Sin embargo, los costes son altos y
los resultados a menudo poco satisfactorios. Como una alternativa en los ultimos a~nos se ha sugerido la
eliminacion biologica de los extrables de la madera mediante el tratamiento con microorganismos o el
uso de enzimas para el control del \pitch" (Blanchette, R. A., Farrell, R. L., Merrit, J. E., Hadar, Y.,
Snyder, R. A, y Wendler, P. A., 1990. Process for reducing the pitch content in pulpwood. European Pa-
tent, EP0387187; Fischer, K. y Messner, K., 1992. Reducing troublesome pitch in pulp mills by lipolytic
enzymes. Tappi Journal, 75: 130-135; Farrell, R. L., Hadar, Y., Wendler, P. A., y Zimmerman, W., 1992.
New fungi for pitch reduction, their preparation and use. European Patent, EP0470929; Farrell, R. L.,
Blanchette, R. A., Brush, T. S., Hadar, Y., Iverson, S., Krisa, K., Wendler, P. A., y Zimmerman, W.,
1993. CartapipTm: A Biopulping Product for Control of Pitch and Resin Acid Problems in Pulp Mills.
Journal of Biotechnology, 30: 115-122; Fischer, K., Puchinger, L., y Schloer, K., 1993. Enzymatic pitch
control of sulte pulp on pilot scale. Journal of Biotechnology, 27: 341-348; Chen, T., Wang, Z., Gao, Y.,
Breuil, C., y Hatton, J. V., 1994. Wood extractives and pitch problems: Analysis and partial removal by
biological treatment. Appita, 47: 463-466).
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Sin embargo, los preparados biotecnologicos actualmente disponibles en el mercado no son ecaces
para el control del \pitch" durante la fabricacion de pasta de madera de eucalipto, extensivamente utili-
zada como materia prima en Espa~na, Portugal, Brasil y otros pases. Esto se debe a que estan basados
en enzimas u organismos que principalmente hidrolizan trigliceridos que solo representan una fraccion
minoritaria de los extrables del Eucalyptus globulus (Gutierrez, A., del Ro, J. C., Gonzalez-Vila, F.
J., y Martn, F., 1999. Chemical composition of lipophilic extractives from Eucalyptus globulus Labill.
wood. Holzforschung, 53: 481-486). Ademas, cuando las pastas de frondosas con niveles mas elevados
de gliceridos se obtienen tras coccion kraft se produce la saponicacion de estos compuestos en el medio
alcalino (Sjo¨stro¨m, E., 1993. Wood Chemistry. Fundamentals and Applications. Ed: San Diego) pero se
conservan los compuestos lipoflicos no-saponicables. Entre estos se encuentran el sitosterol y los esteres
de esteroles, que son compuestos muy difundidos en la fraccion extrable de las maderas y llegan a ser
los compuestos lipoflicos mayoritarios en diferentes especies de frondosas, como el Eucalyptus globulus
o el Populus tremuloides, donde se encuentran asociados a los problemas de \pitch" (Chen, T., Wang,
Z., Zhou, Y., Breuil, C., Aschim, O. K., Yee, E., y Nadeau. L., 1995. Using solid-phase extraction to
assess why aspen causes more pitch problems than softwoods in kraft pulping. Tappi Journal, 78: 143-
149; del Ro, J. C., Gutierrez, A., Gonzalez-Vila, F. J., y Martn, F., 1999. Application of pyrolysis-gas
chromatography-mass spectrometry to the analysis of pitch deposits and synthetic polymers in pulp and
pulp mills. Journal of Analytical and Applied Pyrolysis, 49: 165-177; del Ro., J. C., Gutierrez, A., y
Gonzalez-Vila, F. J., 1999. Analysis of impurities occurring in a totally-chlorine free-bleached Kraft pulp.
Journal of Chromatography, 830: 227-232).
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
Se describe un procedimiento para la obtencion de pastas de papel de alta calidad y bajo contenido
en compuestos lipoflicos a partir de madera de Eucalyptus globulus y otras frondosas caracterizado por
la realizacion de un pretratamiento microbiano de la madera antes del pulpeo y blanqueo. El pretrata-
miento biologico se lleva a cabo durante varias semanas en condiciones denominadas de fermentacion en
estado solido, caracterizadas por un contenido en agua equivalente a la capacidad de retencion de lquidos
del sustrato. Este tipo de tratamiento requiere un volumen moderado, comparado con el necesario para
las fermentaciones en medio lquido, y puede ser adecuadamente aplicado a las pilas de astillas en las
fabricas de pasta de papel. Su objetivo es eliminar la fraccion lipoflica de la madera que, utilizando
cromatografa de gases-espectrometra de masas, se ha encontrado esta mayoritariamente constituida por
sitosterol libre y estericado con diferentes acidos grasos. Estos compuestos lipoflicos son los principales
responsables de la formacion de depositos de \pitch" durante la fabricacion de pasta TCF de eucalipto.
Los estudios para el desarrollo de la presente invencion se iniciaron con amplio screening de mas de 70
especies de hongos de diferentes grupos taxonomicos aislados de madera de eucalipto y otros materiales
lignocelulosicos. Como resultado, se seleccionan cuatro cepas de hongos de basidiomiectos (Bjerkandera
adusta, Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia radiata y Pleurotus pulmonarius) para ser utilizadas en el
tratamiento de la madera antes del pulpeo. Con objeto de optimizar las condiciones del tratamiento de
la madera se realizo un seguimiento eromatograco de la eliminacion de los compuestos lipoflicos a lo
largo del tiempo. Finalmente, la efectividad de los tratamientos biologicos, bajo las condiciones denidas
en los estudios anteriores, se evaluo mediante coccion kraft de laboratorio seguida de analisis qumico
de las lejas negras, blanqueo TCF de la \biopasta" obtenida y evaluacion de las propiedades de reno,
mecanicas y opticas de las pastas obtenidas.
Descripcion detallada de la invencion
Los estudios para el desarrollo de la presente invencion se iniciaron con la busqueda de hongos que
fueran capaces de crecer sobre madera de frondosas, concretamente sobre madera de eucalipto (Eucalyptus
globulus), con objeto de identicar los hongos mas adecuados para degradar los compuestos lipoflicos que
se encuentran en los extractos de estas maderas, involucrados en la formacion de depositos de \pitch"
(brea) en pastas de papel. Se realizo un examen de un amplio numero de cepas de hongos en relacion con
su capacidad para eliminar los compuestos responsables de la formacion de depositos, particularmente
cuando se utiliza coccion kraft y blanqueo libre de cloro. Se llevo a cabo un \screening" de mas de 70
especies de hongos pertenecientes a diferentes grupos taxonomicos: 20 ascomicetos, 34 basidiomicetos
y 19 hongos conidiales (divisiones Ascomycota y Basidiomycota y del grupo de los hongos imperfectos
o deuteromicetos, que agrupa las formas conidiales de las dos divisiones anteriores) (Tabla 1). Tras el
tratamiento de la madera con los hongos se estimo la variacion del extracto total en acetona (fraccion
extrable de la madera) y se analizo por cromatografa de gases-espectrometra de masas la degradacion
de esteroles libres y estericados. Estudios previos haban puesto de maniesto que el sitosterol libre y
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estericado con varios acidos grasos era el componente mayoritario de la fraccion lipoflica de los extrables
de estas maderas (Fig. 1A) y que estos compuestos eran los responsables de la formacion de depositos en
la pasta kraft blanqueada, y en la maquinaria usada en el proceso TCF (Fig. 1B) y primeras fases del
proceso ECF.
TABLA 1
Hongos utilizados para el estudio de la degradacion de compuestos lipoflicos en la madera de eucalipto.
Hongos aislados de madera de eucalipto (1), de cuerpos fructferos sobre maderas (2) obtenidos de
colecciones de cultivo (3): CBS= Centraalbureau voor Schimmelcultures; MSD= Merck Sharp &
Dhome; IJFM= Instituto Jaime Ferran de Microbiologa (coleccion del CIB, CSIC)
Basidiomiceto
Bjerkandera adusta3 Melanotus hepatochrous2 Phlebia chrysocrea3
(CBS 230.93) (IJFM A469)
Byssomerulius corium2 Meruliopsis corium2 Phlebia radiata3
(CBS 507.85)
Ceriporiopsis subvermispora3 Omphalotus olearius2 Pleurotus eryngii3
(CBS 347.63) (CBS 613.91)
Coniophora puteana2 Peniophora cinerea2 Pleurotus ostreatus3
(CBS 411.71)
Crepidotus variabilis2 Peniophora incarnata2 Pleurotus pulmonarius3
Cyathus olla2 (CBS 507.85)
Dacrymyces capitata2 Peniophora limitata2 Polyporus arcularius2
Dichomitus squalens3 Peniophora meridionalis2 Pulcherricium caeruleum2
(MSD-92)
Funalia trogii3 Peniophora nuda2 Schizophyllum commune2
(IJFM A615)
Ganoderma australe3 Phanerochaete avellanea2 Stereum hirsutum2
(IJFM A130)
Hyphoderma medioburiense2 Phanerochaete chrysosporium3 Trametes versicolor2
(CBS 316.75)
Hypochnicium caucasicum2 Phellinus torulosus3 Tremella mesenterica2
(MSD-92)
Ascomicetos
Ceratocystis allantospora3 Ophiostoma ainoae3 Ophiostoma pilliferum3
(CBS 185.86) (CBS 205.83) (Cartapip 97)
Ceratocystis crassivaginata3 Ophiostoma megalobrunneum3 Ophiostoma pilliferum3
(CBS 402.77) (CBS 560.83) (Cartapip 58/S)
Ceratocystis deltoideospora3 Ophiostomo microsporum3 Ophiostoma rostrocoronatum3
(CBS 187.86) (CBS 412.77) (CBS 434.77)
Ceratocystis tenella3 Ophiostoma huntii3 Ophiostoma valdivianum3
(CBS 190.86) (CBS 399.77) (CBS 454.83)
Mollisia discolor2 Ophiostoma olivaceum3 Orbillia coccinella2
(CBS 502.86)
Mollisia melaleuca2 Ophiostoma piceae3
(IJFM 237)




















Alternaria sp1 Fusarium culmorum3 Monicillium tenue3
(IJFM A689) (CBS 743.83)
Arthrinium phaeospermum1 Fusarium decemcellulare3 Paecilomyces sp1
(IJFM 677)
Colletotrichum sp1 Fusarium graminarum3 Penicillium megasporum3
(IJFM A680) (CBS 324.83)
Chaetospermum chaetosporum3 Fusarium molinoforme3 Periconia igniaria1
(CBS 306.75) (IJFM A692)
Fusarium oxysporum3 Pestalotiopsis crassiuscula3
(IJFM 685) (CBS 264.87)
Epicoccum purpurascens1 Geotrichum candidum3 Phialophora mustea3
(CBS 820.71) (CBS 643.82)
Exophiala jeanselmei3 Kirramyces eucalypti2
(CBS 642.82)
Utilizando tecnicas cromatogracas se observo que mas de la mitad de las cepas ensayadas reducan el
contenido de sitosterol y/o esteres de sitosterol al crecer en las condiciones descritas. Un examen detenido
de los cromatogramas permitio identicar varios patrones de degradacion de los compuestos lipoflicos
presentes en la madera de eucalipto. De esta forma se seleccionaron los hongos mas prometedores y se
analizo en detalle la degradacion de la fraccion lipoflica de los extrables. Tambien se analizaron los cam-
bios en el contenido en lignina (Tappi, 1996. Test Methods 1996-1997. Ed: Atlanta) que pueden dar lugar
a un abono de reactivos en el pulpeo de la madera o el blanqueo de la pasta. Los resultados obtenidos
pusieron de maniesto que, mientras que todos los hongos reducan (en diferente medida) el contenido
en esteres de esteroles de la madera, el sitosterol libre no era degradado por los ascomicetos (que por
el contrario incrementaban el contenido en sitosterol de la madera) pero si por los basidiomicetos (con
niveles de degradacion superiores al 95 % en dos de las especies ensayadas). La capacidad para degradar el
sitosterol aparece correlacionada con la capacidad para reducir el contenido en lignina de la madera (una
segunda caracterstica reservada para los hongos de tipo basidiomiceto). Debido a esta caracterstica,
el potencial de los hongos de tipo ascomiceto (incluyendo algunas de las cepas de Ophiostoma piliferum
comercializadas para el control del \pitch") para eliminar de la madera de eucalipto los compuestos li-
poflicos implicados en la formacion de depositos resulta muy limitada. Por el contrario, el tratamiento
de la madera de eucalipto con algunos de los basidiomicetos permite eliminaciones casi completas de
sitosterol y esteres de esteroles, al mismo tiempo que rebaja su contenido en lignina. En resumen, los
resultados obtenidos mostraron que Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia radiata y
Pleurotus pulmonarius podran utilizarse en el control biologico del \pitch" en Eucalyptus globulus, ya que
podan degradar el sitosterol libre y estericado. El tratamiento de la madera con estos hongos podra
suponer una ventaja adicional ya que degradan la lignina de eucalipto, lo que podra permitir un menor
consumo de alcali durante la preparacion de pastas kraft y/o la obtencion de pastas con menor contenido
en lignina.
Para optimizar la aplicacion industrial, se realizo un seguimiento de la fraccion lipoflica de los ex-
trables durante el tratamiento de la madera de eucalipto (hasta un total de 7 semanas) con los cuatro
hongos seleccionados. El analisis eromatograco de las muestras recogidas tras 0, 1, 2, 4 y, 7 sema-
nas de tratamiento de la madera con los cuatro hongos mostro eran capaces de degradar los distintos
constituyentes de la fraccion lipoflica, aunque en grados diferentes. Los perles cromatogracos de la
gura 2 correspondientes al analisis de compuestos lipoflicos en las maderas tras 14 das de tratamiento
con los hongos muestran los siguientes cambios con respecto a la madera control: i) descenso de los
picos de esteres de esteroles e hidrocarburos esteroidales por los cuatro hongos ensayados; ii) un descenso
moderado del pico del sitosterol por Pleurotus pulmonarius pero fuerte degradacion de este compuesto
por los demas hongos: iii) una degradacion mas parcial de otros compuestos como cetonas esteroidales y
escualeno; y iv) incremento en la presencia de trigliceridos por algunos de los hongos, a pesar de que estos
compuestos solo eran un pico minoritario en la fraccion lipoflica de los extrables de la madera control.
La evolucion temporal de los compuestos lipoflicos (gura 3) revelo que: i) el descenso mas importante
se produjo durante la primera semana de tratamiento; ii) este descenso inicial fue debido a un rapido
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descenso de los esteres de esteroles y, en menor medida, de los esteroles libres (excepto en el caso de Pleu-
rotus pulmonarius que degrado lentamente los esteroles); iii) a continuacion la degradacion continuo con
eciencias diferentes por parte de los distintos hongos, siendo la mas llamativa la producida por Phlebia
radiata; iv) el contenido en cetonas esteroidales se incremento inicialmente (pero el tratamiento con los
hongos lo devolvio a sus niveles iniciales) en contraste con el de hidrocarburos esteroidales y escualeno
que descendieron progresivamente durante el tratamiento con los hongos (aunque con ritmos inferiores
a los observados para la degradacion de esteroles libres y estericados); y v) los hongos, con la unica
excepcion de Pleurotus pulmonarius incrementaron el contenido de acidos grasos libres y trigliceridos
durante el tratamiento de la madera. En el presente estudio, tanto los esteroles libres preexistentes como
aquellos liberados por hidrolisis enzimatica de esteres fueron ecazmente degradados (hasta un 98 %).
La perdida de peso durante el tratamiento biologico constituye el principal inconveniente para el uso
de los hongos para la eliminacion de los compuestos lipoflicos de la madera de eucalipto, a causa del
descenso potencial del rendimiento de la pasta. Perdidas de peso de 12-14 % se encontraron al nal de
las siete semanas de tratamiento de la madera de eucalipto con los hongos ensayados, a excepcion de
Pleurotus pulmonarius que solo alcanzo un 4 % de perdida de peso. Por consiguiente, la duracion optima
del tratamiento biologico debe ser jada como un compromiso entre una degradacion eciente de los
compuestos lipoflicos problematicos y una perdida de peso moderada, tal como se muestra en la gura
4. Esta muestra la eliminacion de esteroides totales frente a la correspondiente perdida de peso causada
por los cuatro hongos a lo largo del tratamiento. Los resultados indican que prolongar el tratamiento con
los hongos para alcanzar la maxima degradacion de esteroides (hasta 90 % utilizando Phlebia radiata y
Ceriporiopsis subvermispora) no resulta ventajoso a causa de la excesiva perdida de peso producida. Sin
embargo, con los cuatro hongos ensayados es posible obtener una eliminacion de 50-70 % de los esteroides
de la madera de eucalipto (crculo en la Fig. 4) con perdidas de peso moderadas de 1-4 %. Finalmente,
la duracion del tratamiento fue tenida en cuenta para evaluar la viabilidad industrial de la eliminacion
biologica de los extrables de eucalipto ya que, por razones practicas, debe ser tan corta como sea posible.
Se concluyo que, bajo las presentes condiciones, al menos una semana de tratamiento con Phlebia radiata
o dos semanas de tratamiento con Ceriporiopsis subvermispora constituyen los pretratamientos biologicos
mas ventajosos para eliminar los extrables mas problematicos de la madera de eucalipto (hasta un 70 %
del contenido inicial). Tratamientos mas prolongados podran suponer un inconveniente en el proceso de
fabricacion de la pasta por la perdida de peso producida. Conviene recalcar que la eliminacion de los
compuestos lipoflicos de la madera de eucalipto por los hongos es muy superior a la obtenida durante
el \seasoning" de la madera (Gutierrez, A., del Ro, J. C., Gonzalez-Vila, F. J., y Romero, J., 1998.
Variation in the composition of wood extractives from Eucalyptus globulus during seasoning. Journal of
Wood Chemistry and Technology, 18: 439-446), una practica habitual para el control de los problemas
de \pitch" a nivel de fabrica.
Con objeto de comprobar la viabilidad industrial del tratamiento biologico de la madera de eucalipto
para el control del \pitch", se llevaron a cabo ensayos de coccion kraft de laboratorio con astillas tratadas
con los cuatro hongos seleccionados, seguida de blanqueo TCF y evaluacion de las propiedades papeleras
de las pastas obtenidas. Estos ensayos se realizaron utilizando astillas industriales procedentes de la
fabrica de pasta kraft, que fueron tratadas durante 21 das con cepas de Bjerkandera adusta, Phlebia
radiata, Pleurotus pulmonarius y Ceriporiopsis subvermispora en un fermentador rotatorio dise~nado para
este tipo de tratamientos. Las astillas pretratadas fueron cocidas en el laboratorio bajo condiciones re-
presentativas del proceso kraft, blanqueadas utilizando peroxido de hidrogeno en una secuencia TCF,
renadas en un molino PFI, y transformadas en formetas con objeto de evaluar diferentes parametros
opticos y mecanicos siguiendo las correspondientes normas (detalles en ejemplo 1). Al igual que en los
casos anteriores, la ecacia de los hongos en la eliminacion de sitosterol, esteres de sitosterol y otros
constituyentes de la madera de eucalipto fue estimada mediante extraccion con acetona y analisis de la
fraccion lipoflica por cromatografa de gases-espectrometra de masas. En el caso de la pasta se llevo
a cabo una extraccion similar, pero para el analisis de las lejas negras procedentes de la coccion kraft
se llevo a cabo una extraccion lquido/lquido. De esta forma pudo comprobarse que el pretratamiento
de la madera con los hongos seleccionados permite la eliminacion de los compuestos problematicos de la
madera, la pasta cruda y la leja negra sin afectar las propiedades opticas y papeleras de los productos
obtenidos.
En resumen, el pretratamiento de la madera bajo condiciones de fermentacion en estado solido utili-
zando los cuatro hongos citados anteriormente, u otros basidiomicetos que crezcan en forma similar sobre
la madera, permite obtener pasta kraft de frondosas de tipo TCF con propiedades papeleras similares (o
mejoradas para ciertos tipos de aplicaciones) y un bajo contenido en los compuestos lipoflicos responsa-
bles de la formacion de depositos de \pitch". Es importante resaltar que este tratamiento reduce muy
sustancialmente la concentracion de estos compuestos en las lejas negras y posteriores aguas de lavado
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con la ventaja que esto supone con vistas a reducir los vertidos lquidos en las fabricas de pasta a traves
del progresivo cierre de los circuitos para alcanzar condiciones ZLE.
Descripcion detallada de las guras
Figura 1. Cromatografa de gases-espectrometra de masas de la fraccion lipoflica de los extrables
de la madera de Eucalyptus globulus (A) y de los depositos de \pitch" detectados durante la fabricacion
de pasta kraft de eucalipto totalmente libre de cloro (TCF)(B).
Figura 2. Eliminacion de los compuestos lipoflicos tras 14 das de tratamiento de la madera de
eucalipto (peque~nas astillas) con los basidiomicetos Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis subvermispora,
Phlebia radiata y Pleurotus pulmonarius (analisis por cromatografa de gases-espectrometra de masas de
los compuestos presentes en las maderas pretratadas comparadas con la madera control).
Figura 3. Evolucion temporal de los principales grupos de compuestos lipoflicos durante el trata-
miento de la madera de eucalipto con los basidiomicetos Ceriporiopsis subvermispora, Bjerkandera adusta,
Phlebia radiata y Pleurotus pulmonarius. A: Trigliceridos; B: Esteres de esteroles; C: Cetonas esteroi-
dales; D: Esteroles libres; E: Hidrocarburos esteroidales; F: Escualeno; y G: Acidos grasos (de arriba a
abajo en las diferentes barras).
Figura 4. Eliminacion de esteroides totales frente a perdida de peso de la madera de eucalipto en
el curso de un tratamiento de 7 semanas con los basidiomicetos Bjerkandera adusta (4), Ceriporiopsis
subvermispora ( h), Phlebia radiata (r) y Pleurotus pulmonarius (2) (1w a 7w: muestras tomadas tras
1 a 7 semanas de tratamiento con los hongos). Las desviaciones standard se mantuvieron en todos los
casos inferiores al 10 % de las correspondientes medias.
Figura 5. Analisis por cromatografa de gases-espectrometra de masas de la fraccion lipoflica de los
extrables de la madera de eucalipto durante coccion kraft de laboratorio de astillas industriales pretra-
tadas con el basidiomiceto Phlebia radiata (abajo) y astillas control no inoculadas (arriba): Comparacion
de los compuestos presentes en la madera (A y D), y en la pasta no blanqueada (B y E) y la leja negra (C
y F) procedentes de la coccion (para el analisis cromatograco se extrajo la misma cantidad de material
para cada uno de los tipos de muestra).
Ejemplos de realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Fabricacion de pasta Kraft libre de cloro con bajo contenido en compuestos lipoflicos a partir de asti-
llas de eucalipto tratadas con Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia radiata y Pleu-
rotus pulmonarius
Las astillas de Eucalyptus globulus utilizadas en este ejemplo, de dimensiones industriales (2-4 x 20-40
mm), procedan de arboles de 14 a~nos de edad, y se obtuvieron de la fabrica de pasta de papel de ENCE
en Pontevedra (Espa~na). Las cuatro cepas de hongos utilizadas, seleccionadas tras el \screening" previo,
fueron Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia radiata y Pleurotus pulmonarius. Los
hongos fueron cultivados en frascos de 1 L con 200 mL de medio glucosa-amonio-extracto de levadura
(Guillen, F., Martnez, A. T., Martnez, M. J., 1992. Substrate specicity and properties of the aryl-
alcohol oxidase from the ligninolytic fungus Pleurotus eryngii European Journal of Biochemistry, 209:
603-611), durante 5 das, y los \pellets" producidos fueron lavados y utilizados para inocular las astillas de
eucalipto. Estas se incubaron bajo condiciones de fermentacion en estado solido (capacidad de retencion
de agua) en un fermentador rotatorio con seis botellas de 2 L, cada una conteniendo 350 g de astillas,
esterilizadas a 120C durante 20 nin (Valmaseda, M., Almendros, G., y Martnez, A. T., 1991. Chemical
transformation of wheat straw constituents after solid -state fermentation with selected lignocellulose-
degrading fungi. Biommass and Bioenergy, 1: 261-266). Las botellas fueron insufladas con aire humedo
(165 mL/min), rotadas 1 h/da a 1 rpm, y mantenidas a 26C. Tras 21 das, una muestra de las astillas
tratadas fue secada en un horno con aireacion a 60C. reducida a serrn usando un molino de cuchillas,
extrada con acetona y los compuestos lipoflicos analizados por cromatografa de gases-espectrometra de
masas. La identicacion y cuanticacion de los compuestos y el contenido en lignina Klason se determino
tras extraccion con agua caliente del serrn libre de extrables siguiendo el protocolo descrito en la norma
Tappi 222 om-88 (Tappi, 1996. Test Methods 1996-1997. Ed: Atlanta).
La coccion kraft de las astillas tratadas fue llevada a cabo en un digestor de laboratorio Lorentzen &
Wettre a 165C (50 min), con una relacion leja/madera de 3.5, y una suldez del 25 % (5-7 replicas). El
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digestor consista en seis autoclaves de 2.5 L (cargadas con 200 g de madera) que rotaban a 2.8 rpm en un
ba~no de polietilenglicol (90 min para alcanzar los 165C). Utilizando un 15 % de alcali activo se obtuvo el
mismondice kappa para el control y la madera tratada con Pleurotus pulmonarius y Bjerkandera adusta,
y un peque~no incremento en el alcali total fue necesario con la madera tratada con Ceriporiopsis subver-
mispora y Phlebia radiata. Tras la coccion, las pastas crudas fueron desintegradas, lavadas y ltradas.
Se midio el rendimiento (%), el alcali residual (g/L), el numero kappa (ISO 302), la viscosidad (mL/g)
(ISO 5351/1), y la blancura (%) (ISO 2470) (International Organisation for Standardization. Documen-
tation and Information. 1998. ISO Standards Handbook. ISO, Geneva). Muestras de las pastas crudas
fueron secadas en un horno aireado a 60C y extradas para el analisis cromatograco de los compuestos
lipoflicos.
La secuencia de blanqueo TCF utilizada fue OQPoP, donde O es una fase de preblanqueo con oxgeno,
Q representa la fase de quelato y Po y P son dos fases de blanqueo con peroxido de hidrogeno (la primera
bajo oxgeno presurizado). Los experimentos de blanqueo fueron llevados a cabo en reactores de acero
inoxidable equipados con un agitador interno, un sistema de inyeccion de oxgeno, y controles automaticos
de presion y temperatura. En las diferentes fases de blanqueos se estimaron el numero kappa, la viscosi-
dad y la blancura. Ademas, en la pasta nal blanqueada se midio la longitud media de la bra (mm) y
el contenido en nos de menos de 0.45 mm (%) (Kajaani FS-200).
A n de evaluar sus propiedades papeleras, utilizando metodos ISO (mencionados antes), las pastas
blanqueadas fueron renadas usando un molino PFI (ISO 5264/2) aplicando diferentes energas (expre-
sadas como revoluciones totales). A continuacion se estimo el grado de reno Schopper-Riegler (SR)
(ISO 5702) y se prepararon formetas con un gramaje de 65 g/m2 (ISO 536). En las formetas se midio la
densidad aparente (g/cm3) (ISO 5270), los ndices de traccion (N.m/g) (ISO 1924), estallido (kPa.m2/g)
(ISO 2758) y rasgado (mN.m2/g) (ISO 1974), el coeciente de dispersion (m2/kg) (ISO 9416), la opaci-
dad (%) (ISO 2469), y la permeabilidad al aire mediante los ndices Gurley (s)(ISO 5636/5) y Bendtsen
(mL/min) (ISO 5636/3).
Para el analisis de la fraccion lipoflica de los extrables, el serrn de madera y la pasta seca fueron
extrados en Soxhlet con acciona durante 6 h. En el caso de las lejas negras procedentes de la coccion,
se llevo a cabo una extraccion lquido/lquido (x 3) con acetona-hexano (2:1) a pH 12 (Orsa, F. y Holm-
bom, B., 1994. A convenient method for the determination of wood extractives in papermaking process
waters and euents. Journal of Pulp and paper Science, 20: J361-J366). Estas ultimas condiciones de
extraccion haban sido optimizadas para la recuperacion de esteroles, al tratarse de los compuestos mas
problematicos durante el pulpeo kraft de la madera de eucalipto. Los extractos fueron evaporados a
sequedad y redisueltos en cloroformo para el analisis cromatograco de las fraccion lipoflica.
Los compuestos solubles en cloroformo se analizaron por cromatografa de gases-espectrometra de
masas usando un cromatografo Varian Star 3400 con detector de trampa de iones (ITD, Varian Saturn
2000), una columna capilar de 15 m x 0.25 mm y 0.1 m de espesor de pelcula (DB-5 HT de J & W
Scientic) y helio como gas portador. La temperatura del inyector durante la inyeccion fue de 120C y
despues de 0.1 min se programo para alcanzar 380C (200C/min) y se mantuvo a esta temperatura 10
min. El horno se programo de 120C (1 min) a 380C (5 min) a 10C/min, siendo la temperatura del
detector y de la lnea de transferencia de 200C y 300C respectivamente. Los compuestos se identica-
ron por comparacion con compuestos patron y con los espectros de masas de las libreras Wiley y Nist.
Los picos se cuanticaron por sus areas, y se utilizo una mezcla de compuestos patron (acido palmtico,
sitosterol, colesteril oleato y triheptadecanona) para elaborar curvas de calibracion para la cuanticacion
de los constituyentes de la fraccion lipoflica de los extrables en concentraciones entre 0.1 y 1 mg/mL
(todos los coecientes de regresion fueron superiores a 0.99).
Las astillas de Eucalyptus globulus tras 3 semanas de tratamiento con los hongos fueron utilizadas
como materia prima para fabricar pasta mediante coccion kraft de laboratorio, seguida de blanqueo TCF
y evaluacion papelera. Con la unica excepcion de Bjerkandera adusta (que degrado hasta un 12 % de
la madera), las perdidas de peso causadas por los hongos fueron moderadas (hasta 6-7 %) si se tiene en
cuenta la duracion del tratamiento. Ademas de la eliminacion de los compuestos lipoflicos, el tratamiento
de la madera con estos hongos tambien disminuyo el contenido en lignina Klason, hasta un 24 % en el caso
de Phlebia radiata, seguido de Bjerkandera adusta (9 %), Ceriporiopsis subvermispora (7 %) y Pleurotus
pulmonarius (3 %).
Muestras de las pastas y lejas negras procedentes de las cocciones kraft de laboratorio, as como la
madera pretratada, fueron extradas y la composicion de la fraccion lipoflica del extrable analizada.
Tal como se muestra en la gura 5A, los esteroles estericados (hasta 39 % del total de compuestos cro-
matograables) y libres (29 %), hidrocarburos esteroidales (12 %), acidos grasos libres (12 %) y cetonas
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esteroidales (3 %) fueron los principales compuestos identicados en las muestras de madera. Tras la
coccion kraft se observaron cambios en los perles cromatogracos de los compuestos lipoflicos inclu-
yendo menores niveles de hidrocarburos esteroidales y esteres de esteroles en la pasta, tal como se muestra
en la gura 5B. Como se muestra en la gura 5C, la leja negra se caracterizo por la ausencia de esteres
de esteroles y la presencia de un lignano, probablemente formado por despolimerizacion de la lignina
durante la coccion.
Los anteriores perles cromatogracos fueron drasticamente modicados como consecuencia del pre-
tratamiento de la madera con los hongos antes de la coccion. Esto se ilustra en la gura 5D-F que
muestra los principales compuestos lipoflicos presentes en la madera tratada con Phlebia radiata y, en
la pasta y leja negra obtenidas tras su coccion kraft. Como resultado del pretratamiento con los hon-
gos, los picos correspondientes al sitosterol y a esteres de esteroles (los ultimos incluyendo sitosterol y
peque~nas cantidades de estigmastanol y citrostadienol estericados principalmente con acidos linoleico y
oleico) disminuyeron en todas las muestras. Ya que los esteroles libres y estericados eran los principales
compuestos lipoflicos en los depositos de \pitch" analizados, se cuanticaron en las diferentes muestras
analizadas. La tabla 2 muestra el contenido en esteroles y esteres de esteroles en la madera control y en
la pasta y leja negra obtenidas, y el efecto del pretratamiento con los hongos sobre la abundancia de
estos compuestos en las diferentes muestras. Teniendo en cuenta la relacion madera/leja en la coccion
y el rendimiento nal en pasta (ver tabla 3) es posible deducir que una parte de los esteres de esteroles
de la madera se saponican durante la coccion (no detectandose en las lejas negras) y que tambien se
produce cierto descenso en los esteroles libres. Aunque se observaron algunas diferencias entre los cuatro
hongos investigados, todos ellos dieron lugar a descensos signicativos en los contenidos de esteres de es-
teroles y/o esteroles libres en las muestras de madera (32-77%), pasta (40-71 %) y leja negra (44-76 %).
Ya que el sitosterol es el principal compuesto lipoflico en las pastas analizadas, el pretratamiento de la
madera con Phlebia radiata y Bjerkandera adusta aparece como el mas ventajoso desde el punto de vista
de la eliminacion de los compuestos responsables de la formacion de depositos de \pitch". La ecacia
de los basidiomicetos eliminando esteres de esteroles de la madera de frondosas es muy superior a la
descrita para los inoculos comerciales de Ophiostoma piliferum (CartapipTM), que, por otra parte, no
son capaces de degradar los esteroles libre (Rocheleau, M.-J., Sithole, B. B., y Allen, L. H., 1997. Fungal
treatment of chips for pitch control: Eect on aged aspen at room temperature and at 5C. Proc. 9th
ISWPC, Montreal, May, 96-1-96-5; Gutierrez, A. del Ro, J. C., Martnez, M. J., y Martnez, A. T., 1999.
Fungal degradation of lipophilic extractives in Eucalyptus globulus wood. Applied and Environmental
Microbiology, 65: 1367-1371).
TABLA 2
Eliminacion de los principales compuestos lipoflicos (esteroles libres y estericados) en madera de
eucalipto, pastas y lejas negras (tras coccion kraft de laboratorio) mediante pretratamiento de astillas
industriales con cuatro hongos de tipo basidiomiceto (en la primera columna se indica la cantidad
presente en los controles no tratados)
Eliminacion por los hongos (% respecto al control)
Bjerkandera Ceriporiopsis Phlebia Pleurotus
Control
adusta subvermispora radiata pulmonarius
Madera:
Esteroles libres 218 56 68 77 46
Esteres de esteroles 206 62 51 57 32
Pasta:
Esteroles libres 324 55 44 57 48
Esteres de esteroles 61 71 40 61 61
Leja negra:
Esteroles libres 8.7 55 44 76 69
 mg/kg de madera o pasta, y mg/L leja negra.
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Propiedades de las pastas no blanqueadas, y longitud de bra y contenido en nos de las pastas nales
(TCF), obtenidas tras coccion kraft de madera eucalipto (astillas industriales) pretratada con cuatro
hongos de tipo basidiomiceto (comparadas con las pastas control)
Tratamiento con los hongos
Bjerkandera Ceriporiopsis Phlebia Pleurotus
Control
adusta subvermispora radiata pulmonarius
Rendimiento (%) 53.5 53.1 51.3 52.7 53.2
Numero Kappa 15.9 15.9 15.3 15.8 15.9
Viscosidad (mL/g) 1464 1350 1297 1355 1381
Blancura (% ISO) 43.5 45.5 44.2 43.5 44.6
Longitud de bra (mm) 0.63 0.60 0.61 0.62 0.61
Finos (%) 17.7 21.8 20.6 19.6 21.1
A continuacion se llevo a cabo un analisis de las propiedades de coccion, renado y papeleras de las
maderas pretratadas a n de evaluar el potencial de las cepas de hongos para el control de los problemas
de \pitch" durante la fabricacion de pastas TCF de madera de eucalipto. Varias caractersticas de las
pastas obtenidas aparecen resumidas en la tabla 3, comparadas con la pasta control preparada a partir
de madera no tratada. El rendimiento en pasta tras tratamiento de la madera con Bjerkandera adusta,
Pleurotus pulmonarius, y Phlebia radiata (alrededor de un 53 %) fue semejante al obtenido con las astillas
no tratadas, mientras que, un rendimiento algo inferior fue obtenido tras el pretratamiento de la madera
con Ceriporiopsis subvermispora. Cierta reduccion de la viscosidad (5-12 %) de la pasta no blanqueada
fue observada tras todos los pretratamientos con los hongos pero, como se menciona mas abajo, las dife-
rencias de viscosidad se redujeron en la pasta nal. Como resultado del pretratamiento de la madera con
Bjerkandera adusta, Pleurotus pulmonarius y Ceriporiopsis subvermispora, se produjo un incremento de
la blancura de la pasta cruda (2 % ISO).
Tras el blanqueo TCF se obtuvieron blancuras nales (89-91% ISO) semejantes en las pastas obtenidas
a partir de madera pretratada y control, y las diferencias en viscosidad se redujeron al alcanzar grados
de blancura superiores. Los mejores resultados se obtuvieron con Phlebia radiata que dio lugar a pastas
con blancura nal y viscosidad muy semejantes a las del control. Como consecuencia del pretratamiento
con los hongos se observo cierto descenso en el tama~no medio de las bras y un incremento de la fraccion
na (hasta 3-4 %) (Tabla 3). Las pastas blanqueadas fueron renadas aplicando diferentes energas que
dieron lugar a grados de reno diferentes en cada caso. A efectos comparativos, la tabla 4 muestra los
valores de resistencia, porosidad y propiedades opticas tras aplicar una energa de reno intermedia (4200
rpm) que produjo pastas con grados de reno (33-37SR) semejantes a los utilizado para la fabricacion
de papel. En general, las pastas obtenidas con las maderas pretratadas con los hongos fueron mas faciles
de renar (es decir, se obtuvieron grados de reno mayores aplicando la misma energa) y los mejores
resultados se obtuvieron con Ceriporiopsis subvermispora. El tratamiento de la madera con los hongos
tambien dio lugar a un incremento de la densidad aparente del papel para todos los grados de reno
ensayados. Las propiedades mecanicas de las pastas solo dirieron ligeramente de las del control pero el
tratamiento de la madera con Phlebia radiata y Pleurotus pulmonarius mejoro el ndice de traccion para
todas las energas de reno ensayadas. Bjerkandera adusta, Phlebia radiata y Ceriporiopsis subvermispora
incrementaron ligeramente la resistencia la estallido aunque la resistencia al rasgado disminuyo un poco en
todos los casos. Las propiedades opticas no se modicaron as como tampoco el coeciente de dispersion
y la opacidad. La diferencia mas notable se aprecio en la porosidad del papel medida por dos test de
permeabilidad al aire. De esta forma se observo que la porosidad del las pastas descenda al aumentar la


















Propiedades papeleras (y de reno) de las pastas blanqueadas (TCF) obtenidas tras coccion kraft de
madera de eucalipto (astillas industriales) petratada con cuatro hongos de tipo basidiomiceto
(comparadas con las pastas control)
Tratamiento con los hongos
Bjerkandera Ceriporiopsis Phlebia Pleurotus
Control
adusta subvermispora radiata pulmonarius
Grado de reno
(SR) 33 37 37 36 36
Densidad aparente
(g/cm3) 0.75 0.77 0.77 0.77 0.76
Indice de traccion
(N.m/g) 95.7 94.0 92.0 98.3 98.7
Indice de estallido
(kPa.m2/g) 7.00 7.45 7.05 7.14 6.89
Indice de rasgado
(mN.m2/g) 9.02 7.40 8.00 7.70 7.90
Permeabilidad
Gurley (s) 26 44 39 44 34
Permeabilidad
Bendsten (mL/min) 800 400 480 480 600
Coeciente de
dispersion (m2/kg) 23.9 24.1 23.3 24.0 24.1
Opacidad (%) 68.2 68.0 67.0 68.1 68.1
 Todos los datos corresponden a la misma energa de reno (un total de 4 200 revoluciones
en un molino PFI).
Es posible concluir que el pretratamiento con los hongos reduce fuertemente la cantidad de compuestos
lipoflicos problematicos (sitosterol libre y esteres de esteroles) durante la fabricacion de pasta de eucalip-
to mediante coccion kraft y blanqueo TCF, manteniendo la mayor parte de las propiedades de la pasta.
Bajo las presentes condiciones los mejores resultados se obtuvieron con Phlebia radiata. Ademas algunos
de los cambios en las propiedades de la madera pretratada, como la reduccion en la energa de reno
y la mejora de algunas propiedades mecanicas, resultan positivos para la fabricacion de pasta y papel.
El rendimiento total de las pastas obtenidas (considerando la perdida de peso durante el pretratamiento
biologico y el rendimiento de la coccion kraft) vara entre 53 % para la madera control y 47-50 % par
la madera tratada con hongos aunque podra ser optimizado ajustando la duracion del pretratamiento
biologico. Respecto a las otras propiedades de la pasta, algunos de los cambios mas signicativos (p.c.
el mayor contenido en nos de la pasta no renada, la mayor densidad aparente del papel y el fuerte
descenso de la porosidad) parecen relacionados con una modicacion en la distribucion de tama~nos de
las bras durante el tratamiento con los hongos. La seleccion nal del tratamiento biologico mas pro-
metedor para el control industrial de los depositos de \pitch" en diferentes pastas de frondosas debera
ser un compromiso entre el optimo en terminos de eliminacion de compuestos lipoflicos problematicos,
un mnimo descenso del rendimiento de la pasta, y la conservacion o mejora de aquellas propiedades de
interes para los diferentes tipos de papel a producir.
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1. Un procedimiento para el control biologico de los compuestos lipoflicos (sitosterol libre y esteres
de esteroles) durante la fabricacion de pasta de papel a partir de maderas de frondosas (Angiospermas
le~nosas), caracterizado por un pretratamiento biologico de la madera bajo condiciones de fermentacion
en estado solido con cultivos de hongos de tipo basidiomiceto (es decir, pertenecientes a la division Basi-
diomycota y sus formas conidiales) capaces de degradar ecazmente los compuestos anteriores.
2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la pasta de papel se obtiene
mediante la coccion alcalina denominada kraft, que saponica los trigliceridos presentes en las maderas
pero afecta escasamente a los compuestos lipoflicos insaponicables mencionados en la anterior reivindi-
cacion.
3. Un procedimiento segun la reivindicacion 2 caracterizado porque la pasta de papel obtenida se
blanquea mediante una secuencia de las denominadas TCF (totalmente libres de cloro), que no afecta a
los compuestos lipoflicos mencionados en la primera reivindicacion.
4. Un procedimiento segun las reivindicaciones 2 y 3 caracterizado porque la madera utilizada como
materia prima para la fabricacion de pasta de papel es madera de eucalipto.
5. Un procedimiento segun la reivindicacion 4 caracterizado porque las especies de eucalipto utili-
zadas son Eucalyptus globulus o Eucalyptus camaldulensis.
6. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 5 caracterizado porque los
hongos utilizados para el tratamiento de la madera pertenecen a las especies Bjerkandera adusta, Ceri-
poriopsis subvermispora, Phlebia radiata o Pleurotus pulmonarius.
7. Un procedimiento segun la reivindicacion 6 caracterizado porque las cepas de hongos utilizadas
para el tratamiento de la madera son Bjerkandera adusta IJFM A660 (= CBS 230.93), Phlebia radiata
IJFM A588 (= CBS 184.83), Pleurotus pulmonarius IJFM A578 (= CBS 507.85) o Ceriporiopsis subver-
mispora IJFM A661 (= CBS 347.63).
8. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 7 caracterizado porque el
pretratamiento de la madera se compone de las siguientes etapas:
a) inoculacion de las pilas de astillas con hongos segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 y 7,
b) incubacion durante 1 a 7 semanas hasta conseguir una eliminacion adecuada de los compuestos
problematicos (dependiendo de la temperatura de las pilas y el tama~no de las astillas), y
c) posterior pulpeo para obtener la pasta de papel.
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